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論文内容の要旨 
 
 緒言  
 イネ（Oryza sativa L.）は熱帯から亜熱帯地域を起源とする植物であるため低温に弱い。なかでも花粉形成期
は最も脆弱であり、20℃程度の低温（冷温）によっても障害を受けて、成熟花粉数が著しく減少し、最終的には種
子稔実率が低下する低温障害（冷害）が生じる（西山 1985 他多数）。イネの冷害に関する研究の歴史は長く、形
態学的な解析から冷温により葯壁タペート細胞が肥大することが知られてきた（酒井 1943 他多数）。また、肥料
の施肥との関連や植物ホルモンの散布など生理学的な影響についての多くの研究もなされてきたが、詳細な因果関
係は不明である。また、これまでにイネの冷害克服を目指して、花粉形成期の耐冷性（以下、耐冷性とする）が強
い品種の育種が積極的に行われて、ひとめぼれなどの優良品種が開発されてきた（佐々木 1992）。実際、1993年の
冷夏による大冷害時には、耐冷性が強いひとめぼれでは 50%の減収に留まったのに対して、耐冷性が弱いササニシ
キでは 80%の壊滅的な減収被害が生じた。ひとめぼれにみられるような耐冷性品種では、冷温下でもある程度の成
熟花粉を形成できる耐性機構を有していると考えられているが、その要因や分子メカニズムについては不明である。
さらに、近年、QTL 解析による耐冷性遺伝子座の特定などが行われてきた（Takeuchi et al. 2001; Zeng et al. 
2009 他多数）が、それぞれの実験に用いた品種・系統間の組合せにより、その結果は異なり、全ての染色体上に
耐冷性に関わる遺伝子座が座上している。従って、耐冷性に関わる要因は複雑で、単純な遺伝学的なアプローチだ
けでは、それ以上の解析が困難であることが示唆されてきた。そこで、本研究では、ササニシキとひとめぼれの組
換え自殖系統（RIL）、コシヒカリとハバタキの染色体断片置換系統（CSSL）、これらの親品種を用いた比較解析か
ら、耐冷性に関わる、（１）多収性による冷害リスク、（２）植物ホルモンの 1 つであるジベレリン（GA）の関与、
の 2つの新たな要因を見出し、それらを考慮した新たな冷害対策に資する方策を提言する。 
 
 
 結果  
 多収性形質と耐冷性   耐冷性の弱いササニシキは、強いひとめぼれより多収性であることも知られている。
そこで、一穂籾数や総穎花数を増やすことは、耐冷性を低下させる要因となる可能性が見出されたので、耐冷性と
一穂籾数などの多収性との関係について解析を行った。はじめに、ササニシキとひとめぼれの一穂籾数と種子稔実
率と成熟花粉数を測定したところ、常温と冷温のいずれにおいても、成熟花粉数はひとめぼれで多く、逆に、一穂
籾数はササニシキで多いことが明らかになった。次に、ササニシキとひとめぼれ由来の RIL 群 180 系統の中で、強
い耐冷性を示す上位 10 系統と逆に弱い下位 10 系統における冷温での成熟花粉数と一穂籾数、種子稔実率の相関関
係を調べた。その結果、成熟花粉数と種子稔実率の間では正の相関が、逆に、一穂籾数と種子稔実率の間では負の
相関がみられることを明らかにした。そこで、耐冷性が強いコシヒカリに、多収米ハバタキの一穂籾数に関する
QTL である SCM2 や Gn1 を含む染色体断片を置換した CSSL の一穂籾数と耐冷性との関係についてさらに解析を進め
た。SCM2 もしくは Gn1 を含む断片を持つ CSSL では、一穂籾数がコシヒカリより増加するとともに、逆に耐冷性は
低下することが明らかになった。SCM2と Gn1の両方を持つ系統では、さらに一穂籾数が増えるとともに、耐冷性の
さらなる低下が確認された。以上の結果から、一穂籾数を増やすなどによる多収形質と耐冷性形質の間には、負の
相関があることを証明した。 
これまでに、張ら（2001）は、植物ホルモンと耐冷性の関係を調べる目的で、GAやサイトカイニンを幼穂分化初
期に処理した場合、逆にイネの冷害が亢進することを報告してきた。また、窒素を多肥にした場合でも、耐冷性が
低下することが知られている（佐々木 1975; Satake et al. 1987; Hayashi et al. 2000; 張ら 2001）。これらの
実験ではいずれのケースにおいても一穂籾数や総穎花数が増加しており、上記の結果を考慮すると、GAや窒素の多
肥は間接的な影響でイネ冷害を亢進させた可能性が強く示唆されたが、直接的な影響の可能性を現時点では排除で
きないので、次章では、イネの冷害と GAの作用について、より詳細な解析を行った。 
 
 植物ホルモンである GA と耐冷性   細胞組織学的な観察を行ったところ、耐冷性の弱いササニシキでは、
19℃の深水掛け流し冷温処理により葯壁タペート層が異常肥大し、耐冷性の強いひとめぼれではその異常肥大が観
察されなかった（Oda et al. 2010）。タペート肥大は、Gibberellin Myb transcription factor（GAMyb）のイネ
変異体などにおいても観察された（Aya et al. 2009）ため、常温と冷温で栽培したササニシキの発達中の葯にお
ける GA 生合成遺伝子の発現量を測定した。その結果、GA20ox-3 と GA3ox-1 の発現量は葯の花粉二細胞期まで発達
に伴って著しく上昇するが、冷温処理された葯ではこの顕著な誘導が抑えられることを見出した。次に、内生 GA
含量の変動を理化学研究所の榊原教授に依頼し測定し、冷温により活性型 GA である GA4と GA7の含量が 1/3 以下に
低下すること、活性型 GA の前駆体である GA12 の含量は逆に冷温処理の葯において増加していることを明らかにし
た。そして、この冷温処理と同時に外生 GA を処理することで、種子稔実率の低下が回復すること、また、外生 GA
とスクロースを一緒に投与することで、その回復効果がさらに向上することもみいだした。さらに、GAにより負に
制御される DELLA タンパク質の遺伝子である SLR1/DELLA 遺伝子と、その転写誘導に関わるストレス応答転写因子
DREB2Bの発現量が、冷温処理により、花粉始原細胞の前減数分裂期から花粉一細胞期にかけての葯において、高く
誘導されることも明らかにした。 
 
 
 考察と結論    
 GA が冷温下での花粉形成の鍵となる   GA は様々な植物種の発芽時や草丈（Culm length: CL）に関与するホ
ルモンの 1 つとして古くから知られていたが、近年、葯の発達にも重要な働きをすることが報告されてきた。また、
近年、トマトやペチュニア、シロイヌナズナ、イネなどの GA 欠損や非感受性変異体において、葯の発達異常が生
じ花粉形成における GA の重要性が新たに指摘されてきた（Nester and Zeevaart 1988; Izhaki et al. 2002; 
Jacobsen and Olszewski 1991; Cheng et al. 2004; Aya et al. 2009）。本研究では、冷温により葯内での GA 生
合成に関わる酵素遺伝子の転写が阻害され、活性型の GA4 や GA7 の内生量が低下することをはじめて明らかにし、
耐冷性の鍵となる植物ホルモン GAの働きをみいだした。 
 
 GA の散布による冷害克服   本研究では GA の散布により、また、同時にスクロースを散布することでイネの
冷害を回避できることを明らかにしてきた。シロイヌナズナでは、DELLA/RGA-LIKE3 は、低温や乾燥ストレスに応
答する転写活性因子である AtCBF1/DREB1Bによって誘導される（Achard et al. 2008）。DELLAタンパク質は活性型
GA が欠乏すると安定化し、植物の生長を抑制することで様々な環境ストレスに対する耐性を向上させる（Achard 
et al. 2008; 2009 他）。活性型 GA を投与すると DELLA タンパク質はユビキチン／プロテアソーム経路によって分
解され、ストレス耐性を失う（Achard et al. 2008; 2009 他）。イネゲノムにおいて、DREB ファミリーの DREB2B
は 3 コピーがユビキタスに発現しており、イネの DELLA タンパク質は SLR1/DELLA の一つだけである。本研究では、
イネにおいても、アラビドプシスと同様に、DREB2B と SLR1/DELLA が発達初期の葯において、冷温に応答して発現
が上昇することを発見した。GA 生合成遺伝子の発現量が低下し、活性型内生 GA 含量が低下することで、
SLR1/DELLAタンパク質が蓄積し安定化すると考えられる。その結果、葯発達の初期ステージで胞子形成細胞の増殖
が抑止され、後期ステージではタペート細胞の異常肥大がおこる。故に、外生 GA を投与すると、SLR1/DELLA タン
パク質が不安定化することで、胞子形成細胞の増殖が回復し、タペート細胞が通常の状態通り崩壊するのだろう。
葯と花粉の発達と分化は、同調的で経時的に進む（Sakata and Higashitani 2008）。しかし、環境ストレスによっ
て細胞の増殖や発達が一度中断してしまうと、ストレスが無くなっても花粉の発達と分化が再開するのは難しい。
よって、ストレス耐性を植物体全体と特定の器官において確立するためには、DELLA タンパク質の安定化を介した
GA シグナル伝達の活性と抑制を通して、細胞の増殖と発達を十分に同調させる必要があることが考えられた。本研
究では GA 処理により花粉形成期の耐冷性が向上するという張ら（2001）と逆の結果を示した。張らの研究と本研
究との重要な違いは GA 処理の時期で、張らの研究では一穂籾数が決定していない一次枝梗分化開始期からである
のに対し、本研究では一穂籾数決定後の二次枝梗分化期終了後からである。二次枝梗分化期後の GA 処理ならば一
穂籾数を増加させずに、雄性生殖器官へ GA が供給され耐冷性を向上させられるのだろう。耐冷性向上のための植
物ホルモン等の処理は時期が重要であることが考えられた。 
 
以上、植物ホルモンである GA や一穂籾数を含む多収性形質が耐冷性への関与することを示した。これらの研究
は、更なる耐冷性品種の育種や冷害時の農業法に役立つだろう。 
 
 
論文審査結果の要旨 
 
イネは 20℃程度の低温（冷温）ストレスを花粉形成期に受けると成熟花粉数が低下し種子稔実
率（耐冷性）が低下する。そのため、成熟花粉数は耐冷性に関わる重要な要因である。本研究で
は成熟花粉数に関わる要因や冷温による成熟花粉数低下のメカニズムを研究した。 
耐冷性の弱いササニシキは多収性品種で、耐冷性の強いひとめぼれは穎花数が取り難いことが
知られている。これら二品種の常温と冷温条件における比較から、多収性品種は耐冷性が弱い可
能性を見出した。そこで、ササニシキとひとめぼれを親とした組換え自殖系統群と耐冷性が強い
コシヒカリと一穂穎花数が多いハバタキを親とする染色体断片置換系統を用いた解析を行った。
それらの結果から、一穂穎花数を増やすことによる多収化は一葯当たり成熟花粉数を低下させ、
耐冷性低下の原因となることを証明した。 
冷温ストレスによって発生する花粉母細胞形態異常やタペート層異常肥大は成熟花粉数低下の
原因であるが、常温下のジベレリン（GA）関連変異体でも同様の形態以上が見られる。また、葯
のGA 含量は葯や花粉の発達とともに増加することが示唆されていた。そこで、本論文では常温
と冷温で栽培したイネの花粉発達初期から成熟期における各ステージの葯をサンプルに、各種GA
含量の測定とGA 生合成遺伝子の発現量を解析すると共に、GA シグナル伝達の抑制因子である
DELLA とシロイヌナズナにおいてDELLA を活性化することが知られているDREB 転写因子の遺
伝子の発現量も解析した。それらの結果を考察すると、葯では、冷温によってDREB が活性化し
DELLA の生産が促進されること、また、GA 生合成遺伝子の発現量低下により活性型GA の含量
が低下しDELLA の分解が阻害されること、DELLA が安定化することで減数分裂母細胞異常やタ
ペート層異常肥大が発生し、成熟花粉数が低下することで種子稔実率が減少するというメカニズ
ムを明らかにした。冷温による葯のGA 含量低下を示したが、冷温は光合成の低下などにより花
粉生産エネルギーも低下させることが知られている。そこで、GA とスクロースの外生投与を行っ
た結果、それらは単独でも種子稔実率を回復させるが、同時に投与することで更にその回復効果
を大きくできることを明らかにした。 
本研究成果は、イネの冷温下での種子稔実率に関わる要因を同定し、そのメカニズムの一部を解
明しただけでなく、冷温下での種子稔実率を実際の農業環境下でも回復させる手段も開発した。
本研究成果は自立して研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学識を有することを示している。
したがって，小田晋氏提出の論文は，博士（生命科学）の博士論文として合格と認める。 
 
 
